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1.はしカtき
Coons，Creech，Johnes，Berliner(1)によって 
1942年に，さらに Coonsおよび Kaplan(2)1こょっ 
て 1950年R.，特殊な蛍光色素によって標識された
活性蛋白が，その免疫学的反応性を損うことなく，
種々な免疫学的生物現象を観察するために極めて好
都合であることが示され，いわゆる Coonsらの鐙
光抗体法が一応確立された。以来 12年間に，たと
えば組織化学の分野においてはアレルギー現象の追
求，組織の同定，ウィ Jレス学の分野においてはウィ 
Jレス抗原の局在性の証明に，細菌学の分野において
は細菌菌体成分による組織反応の観察，当該微生物
の所在の証明，あるいは血清学的同定にと，あらゆ
る生物学の領域において，乙の研究法が活用される
に至っている。
また一方乙れにともなって，その術式も複雑，困 
難な Coonsの原法は， Riggs等(1958)<3)により緑黄
色蛍光抗体用としてはほぼ理想、に近い Fluorescein
isothiocyanateを使用する簡便なるのに改良され，
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ついで標識法にも工夫がこらされた。また染色法に
ついても従来の直接法に加えるに間接法 (Weller 
& Coons，1954)(ペ補体法 (Goldwasser & She-
pard，1958)(5)がそれぞれ考案される等飛躍的な改
良，進歩がとげられた。これらの詳細に関してはす
でに Coons (1959)(6)(7); 13eutner (1961)(8); J[ 
村 (1961)(9);田中(1961)(10);伊藤(1962)(11)(12); 
浜島(1960)(13);等の総説が見られる。
微生物学の領域における蛍光標識蛋白法の応用
は，主として診断，疫学方面であるが，その細胞の
形態の特異性の点から従来の血清反応を行うことの
困難な糸状真菌の同定も考えられたことは当然であ
ろう (Vogel& Padula，1958(14)および Gordon， 
1959(山等)。
放線菌抗生物質の研究iζ当つては，常l乙抗生物質
生産株の迅速な同定の必要に迫られるが，放線菌
(Strφtomyces)の同定は現在，気菌糸の光学顕微
鏡的，電子顕微鏡的形態，各種の同定用培養基上に
おける発育の様相，気菌糸および栄養菌糸の色素の 
生産，種々な生理機能等を基準としている。したが
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って多年の経験と知識がなければ分類同定が不可能
である上rc，いまだに各研究者聞による意見の相違
も完全には調整されず，国際微生物学会においても
毎回分科会をもうけて検討を続けている現状であ
る。この様な困難を克服する一助として，拾抗放線
菌の血清学的分類同定の試みはかなり多くの研究者
によって試みられてきた。
すなわち，秦等(1953)(附，横山および秦 (1953)
(17)は拾抗放線菌の数株を使用し凝集反応，沈降反
応，血球凝集反応による同定を試み，岡見(1956)<18)
は S.lavendulae R.属する菌株について凝集反応
による抗原構造を研究し， Solovieva等(1956)(19)
は同様な研究から超音波処理による菌糸体が抗原と
して最適であることを報告した。真山(1957(20)， 
1959(21))，原田および久保(1959)<22)，田中等 (1958 
(23)，1959(24))も抗生物質生産能に関連して，放線菌
の相互関係を血清学的な立場から研究している。
しかしながら，放線菌の血清学的同定を行うのに
際して，乙の菌が真菌lζ類似した菌糸を生じて増殖
する点は，抗原作製の際l乙常に当面する困難であり，
また放線菌にはすでに岡見(18)および新井等 (1962)
(25)が報告している様に強い自然凝集を呈するもの
が少なくない。さらに音波処理を行った抗原を使用
する場合には同ーの試験管内で凝集，沈降の両反応 
が生じ結果の判定を不明確にするなどの困難がまだ 
解決されていなかった。 
著者(2日)(27)は 1960年以来，これらの難点を克服す
るために，鐙光標識蛋白法の応用を企図し， Fluor南
部 ceinisothiocyanateを使用する間接法により数
種の放線菌について血清学的同定のための研究を行
いほぼ満足し得る結果を得た。
今回はさらに制癌抗生物質を生産する菌株 12株
を用いて実験条件の検討，従来の方法との比較等の
基礎的研究を行い，被検放線菌聞の血清学的相互関 
係を追求し，また前報に予想したようにこれら既知
菌種による血清を用いて，本法を新たに土壌から分
離した放線菌に施行し，桔抗放線菌としての同定を
試みた。 
1. 蛍光標識蛋白法による放線菌の
血清学的同定の基礎的研究 
1. 実験方法おヰび実験材料 
a) 被検放線菌菌株
実験I"C供した放線菌菌株は表 1~乙一括して示した
ように，既知制癌抗生物質を生産するもので腐敗研
究所抗生物質部に蒐集保存されている菌株および同
部において，広範な土壌詰抗放線菌のスクリーニン 
グ計画によって新Tこに各種土壌試料より分離された
ものである。乙れらの菌株は glucose-asparagine
peptone斜面寒天 (glucose，1. 0%; K 2HP04・12
H20，0.05%; asparagine，0.05%; polypeptone， 
0.05%;agar，1;5，.2.0%; pH 6.8，.7.0)に継代保
表1. 被検菌および生産物質
菌 種 生産抗生物質 由 来 
Stγeptomyces tω 'lashiensis Luteomycin Dr. Hata 
1/ αntibioticus Actinomycin A ATCC 10382 
1/ gγ iseoluteus Griseolutein B IAM W-ll-10 
1/ echinatus Echinomycin Dr.Hutter 
1/ αbuγα viensis Aburamycin Dr. Mayama 
1/ εhibαensis Cellocidin Dr.Seino 
1/ sρ. DON Dr.Ehrlich 
1/ fragilis Azaserin 1/ 
1/ erythrochromogenes Sarkomycin Dr. Okami 
1/ Jうluricolorescens Pluramycin A & B 1/ 
1/ filαmentosus Caryomycin 1/ 
1/ sρ. NIHJ 218 Actinoleukin 1/ 
1/ sρ.0-2 Actinomycin group !商研抗生物質部 
lj s)う. OK 28-14 Pluramycin 1/ 
1/ s)う. CK 147-8 Quinoxaline group 1/ 
ij sρ. KS 1-42 未同定物質 // 
// S)う. SO 18-73 // // 
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存された。 
b) 抗原の作製
これらの菌を glucosestarch bouillon (gluco-
se，0.5%; starch，0.5%; meat extract，0.5%; 
polypeptone，1.0%; NaCl，0.3%; pH 7.0)を 100 
ml宛 500mlの振謹フラスコ応分注したものに接
種， 270C，48乃至 72時間振謹培養した後，定常期
に達した菌糸体を採取し生理的食塩水，蒸留水で充
分洗糠し，ホモツェナイザー処理後，凍結乾燥した
菌体を抗原としてデシケーター中に保存した。
c) 抗血清の作製
上記抗原を使用に際し再び充分i乙メノー乳鉢で磨 
砕し，生理的食塩水浮遊液としてウサギ (2.5kg前
後〉の耳静脈内に隔日，増量法をもって注射，免疫
した。抗原量は菌体の毒性によって異るがおよそ 
30'"-'60 mg (乾燥重量〉を使用し， 免疫に要した期
間は大体1.5'"-'2カ月であった。免疫終了後全採血
児よって得た血清は非働化後凍結保存した。 
d) 染色法
振謹培養抗原もしくは保存培養基上の気菌糸を抗
原とし，スライドグラス上に塗抹し， 30分間メタノ
ール固定を行った。染色法は上記，固定抗原をウサ
ギ免疫血清(非吸収あるいは吸収〉で一次染色し，
さらにウサギグロブリンに対するヤギ抗血清の硫安
半飽和分画を Fluoresceinisothiocyanateで標識
した鐙光標識蛋白液で二次的に染色する Weller & 
Coons(4)の間接法を用いた。洗携は伊藤(1960)<28)
の bufferedsaline による方法をとり，包埋も同じ
く bu妊er-glycerolで行った。
、 e) 鐙光顕微鏡装置 
蛍光光源は， パーマレー短弧光超高圧水銀灯 100
W を，光源部フィルター・千代田 BV(励起〉およ
び Y(吸収)と接眠部フィノレター， イワキ Y3の組
合せで暗視野装置を介して使用した。
写真は NeopanSSSを使用し x400の際には 5
分露出を行った。 
2. 実験成績
a) 凝集反応と蛍光抗体法との力価の比較
凝集反応は常法にしたがい，抗血清を生理的食塩
水で稀釈し，抗原には振謹培養抗原をメノー乳鉢で
充分に磨砕し比較的高濃度の菌浮遊液を作製これを
昼1時間保温，室温に置き1 1: 370C滴ずつ加え，1
夜経過後判定を行った。また，蛍光抗体法の力価は 
前報(35)!乙示したように x400拡大下において，細胞
壁が黄緑色に染色された像を(+)と判定し， x100 
では黄緑色にみえても x400でみえぬものを(一〉
と判定した。
成績は表 2!乙示したように， 5. erythrochromo-
genes，5. chibaensis，5. tαnαshiensis，5. antibio-
ticus，5. echinatus，5. griseoluteusおよび 5. 
ρluricoloresαnsの6株は凝集反応と鐙光抗体法
(栄養菌糸〉とが非常に近似な力価を示した。しかし
ながら他の菌株においては，両検査法の力価に相当
の聞きが見られ 5.aburaviensis，5. filamentosus 
および 5.fragilisは凝集反応力価の方が蛍光抗体 
法による力価の数倍であったが，一方 5.sρ. DON 
source においては蛍光抗体法による力価の方が凝
集反応力価より大であった。
表 2. 凝集反応と蛍光抗体法による力価の比較
ピミご一一一一一一一 反応様式 凝集|
抗』¥¥哲男志向一 反応| 壁光抗体法
清-----------~ 栄養菌糸 |気菌糸 
5. tanαshiensis 256 512 512 
5. antibioticus 1024 512 128 
5.gγiseoluteus 1024 512 256 
5. echinatus 512 256 256 
iensis匂γα:bu5.α 512 128 128 
5. chibaensis 2048 2048 512 
5. s1う. DON source 128 512 512 
gilis γαf;5. 512 128 
5. erythrochrornogenes 2048 2048 
5. Pluricolorescens 512 256 
5. filαmentosus 128 32 32 
b) 抗原として栄養菌糸もしくは気菌糸を用いた
際の力価の比較 
気菌糸着生能のある菌株についてその気菌糸を染
色用抗原として使用し，前記栄養菌糸抗原の際の力
価と比較し表 21[示した。使用しえた気菌糸は 8株
であったが， 5. chibaensisおよび 5.antibioticus 
を除いては一応著しい差が認められなかった。附図
(工〉に気菌糸抗原の染色像を示したように成熟気菌 
糸は 1μ 前後の分生胞子に断裂するため小拡大下で
は洗機不良の為かとも考えられる像を呈する故，栄
養菌糸抗原の場合とは自ずから判定規準が異なって
くる。 
c) Autofiuorescenceの出現
著者等が前報〈加に報告した放線菌菌株および他
に著者の行った実験については， Autofiuorescence 
の出現は全くみられなかったが，今回の実験応おい
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S. aburaviensisの気菌糸 (x100) 
S. aburaviensisの気菌糸(x400) 
S. echinatusの気菌糸(x400) 
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s.aburaviensisの栄養菌糸の Autofluorescence 判定一
染色色素による蛍光はみえない(X400) 
S. aburaviensisの栄養菌糸 判定十，染色色素の蛍光は細胞壁部分〔矢印 
A)に， Autofluorescenceは細胞中心部(矢印B)にみられる (x400) 
S. aburaviensisの栄養菌糸 判定十件 
Autofiuorescenceは染色色素におおわれてみえない。
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て唯 1株 S.aburaviensis 1(.澄赤色の Autofluore-
scenceを見出した。しかしながら著者の使用した色
素および光学系の組合せにおいては，蛍光の色調が
黄緑色と撞赤色で異なるとともに附図(IT)に示した 
ように， Autofluorescence は細胞内， Fluorescein 
isothiocyanate による染色像は細胞壁にみられ結 
果の判定規準応大した影響を与えぬものと考えられ
?こ。
d) 既知制癌抗生物質生産放線菌聞の血清学的相
関関係 
既知制癌抗生物質生産菌の内，灰色の気菌糸の着
生，合成培養基における黄色溶解性色素の生成等，
生物学的性状の類似している菌種6株すなわち S.
tanashiensis，S. antibioticus， S. griseoluteus， 
S. echi仰 tus，S. aburaviensisおよび S.chibaensis 
について，それらの非吸収血清を用い血清学的相関
関係を検査し表 31乙示した。
表 3. 既知制癌抗生物質生産放線菌聞の相関性
O丹
e) 考案および小括 
Slack等〈的(30)は1961年に著者等とほぼ時を同じ
くして蛍光抗体法を嫌気性放線菌 Actinomyces属
に応用し良好な結果を得ている。著者等の先の報告
K補足して行った著者の基礎的研究より Actino. 
mycesと同じ Orderに属する Strφtomyces属の
菌に対しでも本法が同様に有用であることが確かめ
られた。前報く25)において S.toyocaensis(31)の気菌
糸について，同種血清で栄養菌糸と同様に染色され
ることを報告したが，さらに今回の 8菌種での力価
測定の結果，ほとんどの菌種においてその力価に大
きな相異が認められなかった。この気菌糸抗原法は
利用者にとって非常に安易かつ簡便l乙抗原を得，既A
知菌種抗血清を用いて，血清学的に菌種の同定を行 
いうる乙とを示している。しかしながら気菌糸を染
色用抗原として使用する際には成熟した気菌糸が容
易に分生胞子l乙断裂しその胞子が染色されるため栄
養菌糸を抗原とした場合と異った像を呈する(附図
(工〉および(IT)参照〉。したがって標本の作製には栄
養菌糸抗原の場合と異ふ背景が一様に染色される
こともあるので常に対照と比較し基準を定める必要
A
吐
句"Ss 
CbH誌同句
句也、 宮E之 E、 Jt5事富ミ rdqsU事同s
号 期から凝集反応が利用される場合が多いが，抗原が
c/) υコ c/) c/) Uコ 菌糸状であることに加へ菌種によって自然凝集がみ。8 
石3UStsa向的軸回。q 
がある。他方，放線菌の血清学的研究には，その初
。
。
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。64。 
S. abuγα匂iensis 。1 16 1 128 32。 
2 32 128 64 o 1024S. chibαensis 
S. tanashiensi・sの抗血清は他の 5被検菌に対し 
何等反応を示さず丘、chibaensisの抗血清は S. 
antibioticusおよび。 S.echinatus抗原氏対し多少
の反応を示し， S. aburaviensisの抗血清は S. 
tanashiensis抗原と， S. antibioticusの抗血清は 
S. chibaensisおよび S.griseoluteus抗原と多
少反応した。また S.griseoluteus抗血清は一般に
他菌種抗原と比較的高い稀釈濃度で陽性反応を示し 
たが S.antibioticusおよび S.chibaensisとは
特に強かった。すなわち，形態学的および培養基上
の特徴の類似性にもかかわらず S.chibaensis と
S. echinatusおよび S.antz"bioticusの閣の弱い 
関係以外には上記菌種聞には血清学的な強い相関性
はみられなかった。
4 4 
2 256 128 16S. α'ntibioticus 
S. gγiseoluteus 。8 512 2。4S. echinαtus 32 64 
られるのでその判定は観察者によって異り，すこぶ
る困難であり正確を期しえないことはすでに知られ
た事実である。通常の血清反応に蛍光抗体法による
力価を比較した時，真性細菌においては Thornason
等(l957)C32)によれば Salmonella では載硝子凝
集反応とは同程度であるが試験管内凝集力価よりは
低い乙とが Kobanova等 (1958)C3わによると 
Shigellaでは凝集力価より低いこと， また Beut-
nerく8)によれば，その経験から一般的K補体結合力
価と同じで沈降力価より高く凝集力価よりも低いこ
とが報告されている。一応著者の判定法により凝集
反応と鐙光抗体法による力価を比較すれば上述のよ
うに凝集反応成績の判定はすこぶる困難であるが，
蛍光抗体力価とほぼ同ーの力価が示されたと考えて
よかろう。また ζの点、からも放線菌の血清学的研究
手技として蛍光抗体法が安定かつ判定誤差の少ない
方法として用いうるものであることを示すものであ
る。 
S. aburaviensisにみられた Autofluorescence
は現在迄K52株 43菌種についての実験の結果， tこ
だ 1株lとみられたものであるが，乙の現象は危倶す
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べきことである。しかしながら s.aburaviensisの
場合は，標識に使用した Fluoresceinisothiocya-
nateの発する色調とかけはなれた澄赤色系統の色
調で，かつ染色部位の異るものであったが，よりひ
ろくかっ多数の放線菌を検査すれば Autofiuores-
cenceを有する菌株あるいは菌種がさらに見出され
る可能性はある。 
Auto自uorescenceK関しては病原性糸状菌の蛍
光抗体法に際しての Vogelおよび Padula(凶の報
交中lともみられるが L、ずれの場合も Fluorescein 
isothiocyanateの色調より弱くかつ色調が異り区
別することができる。 
III. 盛光標識蛋白法を利用する
措抗放線菌の早期の同定
1.概説
拾抗放線菌の系統的研究が Waksman等によっ
て開始されて以来，今日までに報告された放線菌抗
生物質はすでに 1000に達しようとしている。放線
菌抗生物質の探索法は新しい生物学的化学的手技が
取り入れられ次第に系統化されてきた。現在，それ
ぞれの研究室の目的，歴史によって多少の相違はあ
るにせよ原則的には土壌からの放線菌の分離，その
拾抗作用の検索，液体培養より有効物質の抽出，精
製という手続を経る。幾多の抗生物質がすでに知ら
れている現在，物質を最終的Iζ単離する以前に可及
的早期の段階において，既知物質と比較同定するこ
とが新物質の発見には必須である。乙のために放線
菌の菌学，抗生物質の化学等の面から最大の努力と
研究がなされている。
近年，特に盛んとなった制癌抗生物質の探索にお
いては， ζの問題はさらに重要となる。すなわち制
癒抗生物質のある種については，その培養濡液の力
価の測定にはじまって，抽出，精製の過程はすべて
労力と動物材料を必要とする実験動物腫蕩Kよる判
定を待たねばならないからである。
著者等が蛍光抗体法の放線菌同定への応用をくわ
だてた理由の一半は既知抗生物質生産株の血清を利
用してスクリーニングの第 1段階において，新Tこに
分離された拾抗放線菌の有効物質が新物質であるか
既知物質であるかを予測出来ないかという考えであ
り，この可能性を検討するために著者らの新たに分
離した放線菌を上記既知制癌物質生産菌血清で試験
した結果と実際に有効物質を抽出して同定した結果
を照合した。 
2. Actinomycin群生産菌 
Actinomycin は制癌性を有する chromopep-
tideとしてはじめて知られた物質であり，自然界に
おいて，発見された 4種の Phenoxazone色素(昆
虫の眼色素 Ommatin，担子菌のつくる色素 Cinna-
barinおよび Cinnabaricacid， Actinomycin， 
Questiomycin A)のひとつである。 peptide部分
の構成アミノ酸組成によって Cj， C2，C3，El' E2' 
Fb F2' Fa，F4' X1，Xz，X3，Xo.s，Xor，Xoa，Zo， 
Zj， Z2' Z3' Z4' Z5' n，m等の種類が知られており
生産菌種も S.antibioticus，S.μrvus，S. par-
vullus，S. chrysomallus，S. muri，nus，S. galvus， 
S. fradiae等と多彩である。しかし最初に結晶性
抗生物質としてえられたのは， S.antibioticus よ
り，Waksman Kよって単離された Actinomycin 
Aである。
著者(34)(35)は 1958年放線菌 0-2株より Actino四 
mycin群物質を単離した。本菌株は既知菌株として
は S.xanthoρhaeus，S. rochei，S. cellulosae I乙
それぞれ類似点を有する菌株であり。 S.αη tJ.・bio-
ticusの菌学的性状との比較は表4 fζ示した Cとく
である。
表 4. Actinomycin A生産 S.ωztibioticusおよび 
S.sρ.0-2株の生物学的諸性状の比較 
(smt
bi伽 u:lsザ 0-24。…の形態|…l
溶解 i生色素 I，，~ll~TTT;nh I …凶
1 yellowishI deep yel10w(合成培養基上)IJ''-'UV >Y"'>HI 
Chromogenicity 1 positive I negative 
類|気菌糸の色 gray
似 IProteolytic activityl positive 
点 IStarch hydrolysis 1 positive 
本菌株の生産する有効物質は培養鰭液よりブタノ
ールによって抽出され，粗物質はさらに 50%アセ 
トンより再結晶され撞黄色絹糸状の結晶として得ら
れ 1330Cで融解した。紫外部吸収， IRスペクトル，
定性反応から， h.:tinomycin群に属する物質と同
定され?こものである。
表 5. Actinomycin A 生産 S.antibioticusと 
S.sρ.0-2株の血清学的関係 
------- 抗 I侃清 I S. antibioiicus抗~------ (吸収)I 
正~-------I (なし) (0-2) 
S. aJ'出bioticus I 128 
S ゆ 0-2 64 0 
i
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表 7. s.ρluricoloreseensと.ssρ. OK 28-14 S. echi:ηα;tus 
;一
気溶い
吉 一
相異点 の色天
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糸性寒 色素〉一態
」一形
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表 6. 既知制癌物質生産放線菌抗血清に対する brownish purple 
s.ゆ.OK 28-14株の染色性
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表 9. Quinoxaline群生産放線菌 s.echinatus 
原 および s.sp. NIHJ 218 と s.sρ. CKm w
SO
K
一 一 一一釈一稀 147-8株の血清学的関係
一
~、 抗血清t
抗 ~三原収〉
(なし〉 (品)(漂う
株の血清学的関係 s. sρ. CK 147-8 
----~抗血清 t S.かluricoloγescens s.s)う.NIHJ 218 抗 ~ゴ吸収)
原~­ (なし) (OK 28-14) 
に
吐
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しかしながら表 5 R.示した様ILActinomycin A 
生産 s.anti bi oti cus との血清学的関係は少なか
った。 
3. Pluramycin生産菌 
Pluramycinは 1956年竹内等(3めによって報告さ
れた s.ρluricolorescensの生産する赤褐色の色素
系抗生物質である。著者が腐敗研究所抗生物質部に
おける土壌放線菌の制癌スクリーニングに際し得
た，有効株 OK28-14株は Ehrlich癌に有効である
と同時にグラム陽性菌にも作用したが，表6および
表 71L示すように現在保有する既知菌種中 s. 
ρluri colorescensの抗血清にのみ特異的に染色さ
れ，また本菌株で s.ρluricorolescens の抗血清
は完全に吸収された。すなわち第一次スクリ{ニン
グにおいて直ちに同定されたわけであるが，実際民
両者の生物性状を精査したところ表81乙示したよう
にきわめて近似し，かつブタノーjレによって培養櫨
液より抽出された有効物質は溶解度，紫外部吸収， 
IRスペクトル等の上で、完全に Pluramycinと一致
した。この場合は血清学的同定法が非常に有用であ
った例である。 
る。 ζの抗生物質も構成アミノ酸の相異によって，
種々なものが生産される可能性があり Echino-
mycin，Actinoleukin，Levomycin (乙の 3者は
同一物質と考えられている)， Triostin，Quino-
mycin等が知られている。 
Actinoleukin生産菌は s.αureus類似株， 
Echinomycin生産菌は s.echinatusとされてい
るが， Levomycin，Quinomycin，Triostin生産
菌は未同定である。腐敗研究所抗生物質部において
新たに分離された制癌性有効株 CK147-8は表 91r.
比較したように Echinomycin生産菌s.echi・仰tus
の抗血清との聞に高い力価を示さず，また吸収試験
を行っても s.ゅ.NIHJ 218株すなわち， Actino-
leukin生産菌の様な類縁関係はみられなかった。
また表10にみられる生物性状のうち，特K近年重視
すべきとされている胞子の表面構造がまったく異つ 
ている。
表 8. s.ρluri colorescens生産株および s.sρ. 
OK 28-14株の生物学的諸性状の比較 
I 
s伽 ico引Sゆ OK 
fescens I 28-14 
s.ρluricolorescens 256 0 
s. sρ. OK 28-14 64 0 
4 . Quinoxaline群生産菌 
Quinoxaline群抗生物質は Quinoxaline骨格を
有する peptide抗生物質であり無色の物質である
が，発色団を有するという意味で Actinomycinと
同様 Chromopeptide抗生物質ということができ
しかしながら有効物質は本菌株培養、臆液より酷酸
エチルによって抽出され，白色結晶として得られ紫
外部吸収において 242，325mμ に吸収を示し， 
Quinoxaline群抗生物質と考えられた。
5. 制癌抗生物質生産菌 s.sρ. KS 1-42および 
S.sρ. SO 18-73株
さらに制癌スクリーニングで選別された KS1-
42，SO 18-73の2株は表 lllL示したように，上記 
ム 一  
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表 10. S. echinatusおよび s.sρ. CK 147-8株の生物学的諸性状の比較 
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は極めて困難である。したがって今回行った凝集反
応力価と蛍光抗体による力価の比較も凝集反応力価
については，必ずしも正確なものとはいい得ない。
しかし両者がおおよそ同ーの価を示したことは真正
細菌で行った他の実験成績と一致する。
S
また放線菌気菌糸および胞子を抗原とした場合に
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別な注意を払わねば菌糸体を抗原とした場合よりは
結果の判定が困難である。
放線菌の分生胞子は栄養菌糸と微細構造も異な
り，したがって抗原構造も相異することが考えら
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x8稀釈抗血清を使用
の既知菌種抗血清には全く染色きれなかった。また
実際に抽出，精製が行われた結果では， ζの両菌株
の生産する有効物質は抗血清作製応用いた菌種の生
産する制癌抗生物質とは全く異ることが明らかとな
った〈新井， 昭和37年度， 癌の基礎的研究班組織
報告〉。
IV. 考 察
前報似〉において，著者等は蛍光標識蛋白法の放線
菌の血清学的応用に関する諸条件を検討したが，さ
らに今回は凝集反応との感度の比較を行った。すで
に述べたように，放線菌の凝集反応を行うために各
研究者は適当な抗原の作製法に困難を感じ超音波処
理菌体が現在，最適であるとされている。しかし乙
の場合にもすでに指摘した様な欠点、がある。
また放線菌の自然凝集による影響を除外する為広
岡見〈問は 370C1時間反応という早期の判定を行う
ことを提唱した。しかしながら実際には，この様な
配慮を行っても放線菌菌糸体で凝集反応を行う乙と 
あらわれる一因とも考えられる。 
Autofiuorescence は今回の実験および， さらに
継続しつつある抗血清の作製に際し，ただ一つの出
現例が見られたが，乙れは燈赤色系統の色調であ
り， Fluorescein isothiocyanateの色調とは全く
異り，かつ蛍光標識蛋白が細胞壁l乙局在するのに反
し Autofiuorescenceは細胞内部に局在する故，容
易K区別しうるため大きな影響はない。
拾抗放線菌の迅速な同定の可能性について特に 
Actinomycin群， Quinoxaline群， Pluramycin 
生産株および KS1-42，SO 18-73株をとりあげ検
討した。
すなわち Pluramycinのように全く同ーの物質
を特定の菌種が生産する場合は第一次スクリーニン
グにおいて即座に同定することが出来ることを実証
しえた。また現在保有している抗血清は制癌物質生
産菌のすべてを含んではいないが，新鮮分離株tζ本
法を応用してさらに追求すべき興味ある制癌物質生
産菌を予測することも出来た。
しかしながら Actinomycin群， Quinoxaline群
抗生物質のように，構造が非常に類似しているが完
全に同一ではない抗生物質については全く異る放線
4 
第 5号 黒田: 鐙光標識蛋白法による拾抗放線菌の血清学的研究 -465ー
菌から生産される場合も少なくなしまた 1種の放
線菌が僅かに構造の異った数種の有効物質を同時lと
生産することもあり，必ずしもこの方法のみで同定
する ζとは出来なかった。
V. まとめ
前報において蛍光標識蛋白法による拾抗放線菌の
血清学的手技を抗生物質スクリーニングの初期段階
に利用しうる乙とを予測したが，本報で数種の既知
制癌抗生物質生産株を用いてさらに 2，3の基礎的研
究および制癌抗性物質生産新鮮分離放線菌の早期の
同定への応用を試みた。
凝集反応と鐙光抗体法での力価は，自然凝集の強
い2，3の例外菌種を除いてはほぼ同一な結果が得ら
れた。
蛍光抗体法抗原として栄養菌糸あるいは，気菌糸
を用いた際の力価を比較するとほとんど同じであっ
たが，一部l乙気菌糸抗原の力価の方が低い場合がみ
られた。これは，気菌糸と栄養菌糸の抗原構造の相
違l乙由来するとともに，気菌糸が分生胞子に断裂し
たため生じた判定誤差と考えられた。 
Aut9丑uorescence を S.aburaviensis K見た
が，標識に使用した色素 Fluoresceinisothiocy同 
anateの発する黄緑色と異る燈赤色でかつ所在が異
るため，判定におよぼす影響は見られなかった。
既知制癌抗生物質生産放線菌，特K grayの気菌
糸を着生し黄色系溶解性色素を生産する菌種につい
て，血清学的相関関係をしらべたが，強い相関性は 
見られなかった。 
Pluramycin生産菌株を本法によって，早期K 
S. pluri colorescensと同定し得?こ。 
Actinomycin群あるいは Quinoxaline群抗生
物質は非常に多種類の放線菌によって生産される 
が，これらに属する抗性物質を生産する新鮮分離株 
に本法を応用した場合には，使用した抗血清が全く 
生物学的に類縁関係の乏しい菌種のものであったた 
めか血清学的な関連性は見られなかった。 
未同定物質を生産する 2放線菌について，既知菌 
種との血清学的類縁関係をしらべたが，これら 2株 
は全く異る菌であると考えられ，また得られた物質 
も抗血清作製に用いた拾抗放線菌の生産物質と異つ 
ていた。 
したがって実験例数は少なかったが，以上の結果
からも，第一次スクリーニングにおいて既に判明し
ている有効株の生物性状，抗菌スペクトラムとあわ
せ考慮すれば，鐙光抗体法による同定は非常に有力 
な手段となり得るようである。
稿を終るに臨み，終始御鞭達を賜わりました
千葉大学腐敗研究所所長，相磯教授並びに種々
御便宜を計られかつ御助言，御校聞を賜わりま
した千葉大学医学部，三浦教授に衷心より感謝
の意を表わレます。さらに終始，御懇篤なる御
指導御鞭達をいただき，論文の御校闘を賜わり
ました千葉大学腐敗研究所，新井教授は深甚な
る感謝の意を表わします。また腐敗研究所職員
諸氏の多大なる御協力を心から感謝致します。
なお本研究は新井教授に与えられた文部省科
学研究費によって行われたことを附記する。
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